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L'invention concerne ('utilisation d'un conjugue fluorescent comprenant un 
oligonucleotide lie a un cryptate de terre rare pour red u ire ('extinction de 
fluorescence due au milieu de mesure, dans un dosage par fluorescence d'un 
analyte mettant en ceuvre au moins un marqueur fluorescent. 
5 L'avancee des connaissances en biologie cree un besoin croissant pour 

des methodes de diagnostic permeitant de suivre ou de quantifier des biomolecules. 

Dans le meme temps, on observe une disaffection vis a vis des 
marqueurs radioactifs qui sont generalement impliques dans les methodes de 
dosage de reference. D'une fa$on generate, on cherche actuellement a remplacer 
10 les trace urs radioactifs par d'autres marqueurs et principalement par des marqueurs 
fluorescents. L'utilisation de marqueurs fluorescents dans des conditions id£ales 
permet d'obtenir des sensibilites elevees theoriquement equivalentes £ celles 
obtenu par les traceurs radioactifs. 

Dans la pratique, les performances des traceurs fluorescents sont limitees, 
15 d'une part, par la presence d'un bruit de fond souvent eleve et, d'autre part, par le 
fait qu'ils sont generalement tres sensibles au changements dans leur 
environnement. Des petites modifications du pH, de la polarity, de la presence 
d'oxygene dissous, de la proximity d'atome lourds (iode par exemple) ou de 
groupes absorbants peuvent modifier leur rendement quantique (dans le sens d'une 
20 exaltation ou d'une extinction) ou deplacer la longueur d'onde de remission. 

II est connu que I'interaction avec des proteines pr6sentes dans le serum 
provoque souvent une extinction (« quenching ») de la fluorescence. 

Les problemes inherents aux methodes d'analyse par mesure de la 
fluorescence sont repertories dans un article de revue (L HemmHa, Clin. Chem. 
25 31/3,359-370(1985)). 

Les problemes inherents au bruit de fond provenant de la fluorescence 
intrinseque des proteines ainsi que des autre biomolecules presentes dans les 
echantillons biologiques peut etre resolu par l'utilisation de marqueurs fluorescents 
formes par des complexes de terres rares (principalement TEuropium) qui permettent 
30 une selection temporelle du signal specifique. Les durees de vie particulierement 
longues (0,1ms a 1ms environ) qui caracterisent les complexes d'Europium 
permettent, a raid d'une mesure en temps resolu, de s'affranchir du bruit de fond 
provenant, par exemple, des proteines seriques qui lui, est caracterise par une 
duree de vie relativement courte (environ 4ns). 
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Le marquage indirect d'acides nucleiques par un cryptate trisbipyridine- 
Europium [TBP-(Eu 3+ )] (cryptate decrit dans le brevet EP 0321353) a ete realise 
par ('intermediate d'un anticorps anti-DNP marque par ce cryptate, le groupe 
dinitrophenyle (DNP) etant introduit a I'extremite 5' d*oIigonudeotides synthetiques 
5 (E. Lopez et aL, Clin. Chem. 39/2, 196-201 (1993)). 

^utilisation d'anticorps marques a I'aide d'un cryptate TBP-(Eu3 + ) s'est par 
ailleurs etendu au domaine de I'immunodiagnostic. ^utilisation d'un cryptate comme 
marqueur a permis de developper des immuno-essais de type homogene bases sur 
une mesure de fluorescence en temps resolu associe a un transfert d'energie non 
10 radiatif (G.Mathis et al., Clin. Chem, 39, 1251 (1993)). 

Un format de type homogene presente I'interet considerable de pouvoir 
suivre en temps reel la cinetique de formation d'un complexe immunologique, mais 
ne permet cependant pas de s'affranchir des interactions eventuellement 
defavorables entre le marqueur et les molecules presentent dans un milieu 
15 biologique (extinction de la fluorescence). 

Dans un milieu serique, on peut obtenir une restauration des proprietes 
photophysiques, et notamment de la duree de vie, en ajoutant des ions fluorures au 
milieu comme decrit dans la demande WO92/01224. 

On a maintenant trouve que le fait de conjuguer une molecule de cryptate 
20 de terre rare a une chaine oligonucleotidique permet d'obtenir un 
conjugue fluorescent cryptate-oligonucleotide qui presente des proprietes 
photophysiques nouvelles et inattendues. 

Ledit conjugue presente la propriety avantageuse d'etre moins sensible, 
comparativement au cryptate seul, au phenomdne d'extinction de la fluorescence 
25 resultant d'une interaction avec des molecules presentes dans le milieu. 

Cette observation presente un grand interet puisqu'elle permet de rgaliser 
des mesures de fluorescence dans des milieux biologiques sans utilisation d'un 
adjuvant comme les ions fluorures. 

Les conjugues cryptate-oligonucleotides constituent done de nouveaux 
30 marqueurs, qui peuvent etre couples a une molecule biologique ayant un role de 
reconnaissance et pouvant se lier £ un partenaire. 

Le conjugue cryptate-oligonucleotide coup!6 a un recepteur tel qu'un 
anticorps ou la streptavidine garde ses proprietes photophysiques (resistance a 
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I'extinction) et presente des proprietes avantageuses en cornparaison des 
conjugues cryptate-anticorps ou cryptate-streptavidine. 

^invention concerne done, selon un premier aspect, un proced6 de 
reduction de 1'extinction de fluorescence due au milieu de mesure, dans un dosage 
5 par fluorescence d'un analyte mettant en oeuvre au moins un marqueur fluorescent, 
caract§rise en ce qu'on introduit dans le milieu de mesure un conjugue fluorescent 
comprenant un oligonucleotide lie d un cryptate de terre rare. 

Par « analyte », on entend dans la presente description toute substance ou 
groupe de substances, ainsi que ses ou leurs analogues, que Ton souhaite detecter 
10 et/ou determiner. 

Le procede selon I'invention trouve une application importante dans les 
proced§s de dosage dits par competition ou par exc£s, en phase homog6ne. 

Dans la suite de la description, la notion de « cryptate » ainsi que la 
nomenclature des macrocycles et polycycles utilisables sont telles que definies par 
15 J.M. Lehn dans Struct. Bonding (Berlin), 16, 1, 1973 et dans Acc. Chem. Res. 11, 
49, (1978). 

Par « oligonucleotide », on entend dans la presente description : 

- soit un enchainement d'unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides 
liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester ; 

20 - soit un enchainement d'unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides 

ou d'unites analogues de nucleotides modifiees sur le sucre ou sur la base et liees 
entre elles par des liaisons internucleotidiques naturelles de type phosphodiester, 
une partie des liaisons internucleotidiques etant eventuellement remplacee par des 
liaisons phosphonate, phosphoramide ou-phosphorothioate. Ces-differentes families 

25 d'oligonucleotides sont decrites dans Goodchild, Bioconjugate Chemistry, 1(3), 
May/June 1990, 77-99; 

- soit un enchaTnement comprenant a la fois des unites ribonucleotides ou 
desoxyribonucleotides liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester et 
des unites analogues de nucleosides liees entre elles par des liaisons 

30 amides, communSment denommes « PNA » (en anglais « peptide nucleic acid »), 
tel que d6crit dans M. Egholm et al., J. Am. Chem. Soc, 1992, 114, 1895-1897 ; de 
tels composes sont par exemple decrits dans R. Vinayak et al., Nucleoside & 
Nucleotide, 1997, 16 (7-9), 1653-1656. 

^utilisation de chacun de ces types d'oligonucleotides constitue un aspect 

35 avantageux de I'invention. 
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On entend par « analogue » de nucleotide ou de nucleoside un nucleotide/ 
nucleoside comportant au moins une modification portant sur le sucre ou la 
nucleobase ou une combinaison de ces modifications. A titre d'exemple, on peut 
citer les modifications suivantes : 

5 

I. Modifications concernant le sucre (analogues de nucleotides ou de nucleosides) : 

1°) La partie sucre peut etre modifiee en ce que la configuration des 
hydroxyles (libres ou engages dans un pont phosphate) est differente de la 
10 configuration naturelle (qui est respectivement $-D-&rythro en serie ADN et p-D-ri/>o 
en serie ARN) comme dans les analogues ayant le squelette $-D-arabino 
pentofuranoside ou (3-D-xy/o-pentofuranoside, par exemple. 

2°) La structure peut etre modifiee en ce que les liaisons 
internucleotidiques sont de type 2' -+ 5', tel que dans le cas des derives p-D-rfco- 
1 5 pentofuranoside-2-phosphate ou S'-d^soxy-p-D^e/yfftnopentofuranoside^'-phosphate. 

II existe des nucleotides dont la structure regroupe les deux modifications 
precedentes, tel que le p-D-xy/o-pentofuranoside-2'-phosphate. 

3°) La structure peut differer du modele naturel en ce que la configuration 
du carbone 4* est oppos§e, c'est le cas a-L-^reo-pentofuranoside-S'-phosphate. La 
20 difference peut porter sur la configuration du carbone en V (position anomerique) 
c'est le cas du a-D-eo^/?ro-pentofuranoside-3'-phosphate. II existe des nucleotides/ 
nucleosides dont la structure regroupe les deux modifications precedentes, tel que 

4°) La structure peut differer du modele naturel en ce que I'oxygdne en 4' 
25 est remplace par un carbone (analogue carbocyclique) ou par un soufre tel que le 
4*-Thio- p -D-6o^/Jra-pentofuranoside-3-phosphate. 

5°) La structure peut differer du modele naturel en ce que Tun des 
hydroxyle du sucre est alkyte. par exemple dans le squelette 2 , -0-Alkyl-p-D-rfZ)o- 
pentofuranoside-3'-phosphate f le groupe alkyle pouvant etre par exemple le groupe 
30 methyle ou allyle. 

6°) La structure peut differer du modele naturel en ce que seule la partie 
sucre est conserv6e comme dans le 1 ? 2-didesoxy-D-6/>t/JAO-pentofuranose-3- 
phosphate, ou en ce que le sucre est remplace par un polyol comme le propan diol. 
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II. Modifications concernant la nucleobase (analogues de nucleotide) : 

1°) La nucleobase peut etre modifiee en ce que les substituants des bases 
naturelles sont modifies comme dans ia 2,6-diaminopurine, I'hypoxanthine, la 
5 4-Thio-thymine, le 4-Thio-uracil. ou le 5-Ethynyl-uracil. 

2°) Les positions des substituants peuvent dtre permutees par rapport aux 
bases naturelles tel que dans I' Isoguanosine ou Nsocytosine. 

3°) Un atome d'azote de la nucleobase peut §tre remplac6 par un carbone 
comme dans la 7-D6aza-guanosine, la 7-Deaza-adenine. 

10 

Par ailleurs, comme mentionne ci-dessus, les liaisons entre les unites 
sucres ou leurs analogues peuvent egalement etre modifies, par exemple en 
remplagant un ou plusieurs des atomes d'oxygene de la liaison phosphodiester 
naturelle par un carbone (serie phosphonates), un azote (s6rie phosphoramides), 
15 ou un soufre (phosphorothioates). 

Avantageusement, Toligonucleotide du conjugue selon I'invention est 
constitu6 d'unites ribonucleotides ou desoxyribonucleotides, dont Tune peut 
comporter un groupe fonctionnel introduit ou g6n6re sur ladite unite ou un groupe 
fonctionnel introduit a I'aide d'un bras d'espacement lie au groupement phosphate 
20 terminal en position 3' ou 5'. 

Selon un aspect prefere, ladite unite est I'unit6 5 1 terminate ou 3' terminate. 
Loligonucteotide utilisable selon Tinvention comprendra de preference un 
enchaTnement de 5 a 50 nucleotides ou un enchainement de 5 a 50 nucleotides et 
analogues de nucteotides bu de nucleosides tels que dMnis ci-dessus. 
25 Selon un aspect particular de I'invention, on utilisera un oligonucleotide 

constitue d'un enchaTnement d f unites ribonucleotides ou desoxyribonucteotides 
liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester, et d*unit6s analogues de 
nucleosides Itees entre elles par des liaisons amide, ledit oligonucleotide 
comprenant au moins 5 liaisons internucleotidiques de type phosphodiester d 
30 Textremite destin§e a §tre liee au cryptate. 

Selon un aspect prefer6, ledit cryptate de terre rare est constitu6 d'au 
moins un sel de terre rare complexe par un compose macropolycyclique de formule 
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clans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
Thydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 

hydrocarbone, les radicaux bivalents (§),(§) et (2) , sont ind6pendamment I'un 
5 de I'autre des chaTnes hydrocarbonees qui contiennent eventuellement un ou 
plusieurs heteroatomes et sont eventuellement interrompues par un 

h§t6romacrocycle, au moins I'un des radicaux © » (§) e * @ comportant de plus 
au moins un motif moleculaire ou etant essentiellement constitu6 par un motif 

moleculaire, ledit motif moleculaire possedant une energie de triplet superieure a 

10 celle du niveau emissif de Tion de terre rare complexe. 

En particulier, ledit cryptate de terre rare repond a la formule (I) dans 
laquelle le motif moleculaire est choisi parmi la phenanthroline, Panthracene, le 
benzene, le naphtalene, les bi- et ter-phenyle, Tazobenzene, I'azopyridine, la 
pyridine, les bipyridines, les bisquinoleines et les composes de formules ci-apres : 

15 - C2H4 - X-j - C6H4 - X2 - C2H4 - 

- C2H4 - - CH2 " CqH4 ~ CH2 ~ X2 " C2H4 " 

et X 2 pouvant etre identiques ou differents designent I'oxygene, I'azote ou le 
soufre, 
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X 6tant I'oxygene ou Thydrogene. 

Avantageusement, ledit cryptate de terre rare est constitue d'un sel de 
5 terre rare complexe par Tun des composes macrocycliques ci-apr&s : 

(22)phenanthroline ; (22)phenanthroline amide ; (22)anthrac£ne ; 
(22)anthracene amide ; (22)bi-isoquinoleine ; (22)biphenyl-bis-pyridine ; 
(22)bipyridine ; (22)bi-pyridine amide ; les macropolycycles tris-bipyridine, tris- 
phenanthroline, phenanthroline-bis-bipyridine, bi-isoquinoleine-bis-bipyridine, bis- 
1 0 bipyridine diph§nylbipyridine. 

De tels composes sont par exemple decrits dans le brevet EP 180 492. 

On peut egalement utiliser des composes macropolycycliques cryptates 
complexant des ions de terre rare dans lesquels le motif moleculaire est choisi 
parmi les bipyrazines, les bipyrimidines et les heterocycles azotes comportant des 
15 groupes N-oxydes. 

Des composes macropolycycliques a unites bipyrazines sont decrits dans 
F. Bodar-Houillon et al., New J. Chem., 1996, 20, 1041-1045. 

Des composes macropolycycliques a unites bipyrimidines sont decrits dans 
J. M. Lehn et al., Helv. Chim. Acta, 1992, 75, 1221. 
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Des composes macropolycycliques comprenant des heterocycl s azotes 
comportant des groupes N-oxydes sont d6crits dans J.M. Lehn et al., Helv. Chim. 
Acta, 1991, 74, 572. 

Selon un autre aspect avantageux f ledit cryptate de terre rare est constitue 
d'au moins un sel de terre rare complex^ par un compost macropolycyclique 
repondant a Tune des formules II ou III ci-apres : 




est Tun des cycles suivants : 
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n = 0 ou 1 

macrocycle [N 2 0 4 ] ou cycle (22) 
macrocycle [NjOJ ou cycle (21) 



macrocycle bis-pyridine 



- Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue par un radical 
organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en Ci d 
C 2 o contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons et/ou 

10 eventuellement contenant par un ou plusieurs heteroatomes tels que Toxyg&ne, 
I'azote, le soufre, le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyle ou 
carboxamido ; parmi les groupes cycloalkylene en C 5 & Ce ou parmi: les~groupes 
arylene en C 6 a C 14l lesdits groupes alkylene, cycloalkytene ou aryldne 6tant 
eventuellement substitues par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate ; 

15 - Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de fagon covalente 

avec une substance biologique ; 

- R est un groupe rr»6thyle ou represente le groupe -Y-Z ; 

- R 1 est I'hydrogdne ou un groupe -COOR" dans lequel R" est un groupe 
alkyle en Ci £ do et represente de preference le groupe methyle, ethyle ou 

20 tertiobutyle ou bien R' est un groupe -CO-NH-Y-Z. 

Selon un aspect prefere, le cryptate de terre rare du conjugu§ fluorescent 
utilise selon Unvention est un cryptate d'europium. 



10 



Dans un aspect avantageux, ledit cryptate de terre rare est le cryptate 
d'europium Eu trisbipyridine ou Eu [bis-diethoxybipyridine.bipyridine] . 

Le cryptate de terre rare est de preference lie de maniere covalente a 
('oligonucleotide soit directement, soit par I'intermediaire d'un bras d'espacement. 
5 Par « liaison directe », on entend la liaison du marqueur fluorescent sur un 

groupe fonctionnel prealablement introduit ou g§n6r£ sur un ou plusieurs atomes 
d'une base ou d'une unite pentofuranose de I'oligonucteotide. 

Dans la presente description, on d6signe par groupe fonctionnel toute 
fonction portee par la partie nucleotidique ou introduite sur cette partie par toute 
10 methode connue par I'homme du metier et capable de se lier par liaison covalente, 
directement ou apres activation avec une fonction presente sur le cryptate ou sur le 
bras espaceur porte par le cryptate. De tels groupes fonctionnels sont notamment 
les fonctions NH2, COOH, CHO, OH ou SH ainsi que les fonctions capables d 
donner des liaisons covalentes par substitution (halog6nures, sulfonates, 6poxyde) 
15 ou par addition (double liaisons type malefmide). Ces fonctions sont gen6ralement 
portees par une chatne hydrocarbonee elle-meme reliee d la partie nucleotidique. 

Des m6thodes d'introduction de ces groupes fonctionnels sont notamment 
d6crites dans C. Kessler, Nonisotopic probing, Blotting and Sequencing, 2 nd edition, 
LJ. Kricka (1995), Ed. Academic press Ltd., Londres, p. 66-72.Selon un aspect 
20 pref£r6 de Invention, le cryptate de terre rare est lie a 1'oligonucleotide par 
I'intermediaire d'un bras d'espacement . On entend par « bras d'espacement » tout 
moyen permettant de lier de fa$on covalente Toligonuclfeotide avec le cryptate au 
niveau d'un phosphate terminal, d'un atome d'une base purique ou pyrimidique ou 
d'un atome du sucre. 

25 Dans un aspect avantageux, ledit bras d'espacement est constituS par un 

radical organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en 
Cn-Cao, contenant 6ventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou triples 
liaisons et/ou contenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, tels que 
I'oxygene, Tazote, le soufre, le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyle 

30 ou carboxamido ; les groupes cycloalkylene en C 5 -C 8 et les groupes aryldne en C 6 - 
C14, lesdits groupes alkyldne, cycloalkylene ou arylene 6tant 6ventuellement 
substitues par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 

En particulier, le bras d'espacement est choisi parmi les groupes de 
formules : 
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S-(CH 2 )— 

dans lesquelles n = 2 a 6, et -CONH-(CH 2 ) 6 -, 

la liaison via le groupe -CONH ayant lieu au niveau du cryptate. 

Selon un aspect ulterieur de I'invention, le conjiigu6 fluorescent est lie de 
manure covalente a Tun des membres d'un couple de mol§cules capable de se lier 
specifiquement entre elles, comme par exemple un couple antigene/anticorps, 
Iigand/r6cepteur cellulaire, biotine/avidine, acide nucleique (notamment un ARN ou 
un ADN mono- ou bi-cat§naire, ou un oligonucleotide mono- ou bi-cat6naire) et 
I'acide nucleique comportant des bases complementaires a celui-ci. 

Selon un aspect du proc6de selon I'invention, la fluorescence du conjugu6 
fluorescent utilis6 comme marqueur est emise directement par le marqueur 
fluorescent, apr&s excitation a une longueur d'onde donnee. 

Selon un autre aspect du proced6 selon I'invention, on met en oeuvre dans 
le dosage, outre ledit conjugue fluorescent, un autre marqueur fluorescent. Dans ce 
cas, La fluorescence mesuree dans le dosage est emise de manfere indirecte .par. 
un transfert d'energie non radiatif entre le conjugue apres excitation dit « compost 
donneur » et une autre molecule fluorescente dite « compose accepteur ». 

Dans ce cas particulier, les conditions suivantes sont remplies : 

- d'une part, le compose fluorescent accepteur poss£de un spectre 
d'absorption qui recouvre au moins partieliement le spectre demission du donneur 
et pr6sente une absorbance molaire §levee dans cette zone de recouvrement, et un 
spectre demission dans une gamme de longueur d'ondes ou le donneur pr6sente 
une 6mission intrinseque faible ; 

- d'autre part, I'accept ur et le donneur se situent £ proximity Tun d I'autre, 
Indentation de leurs dipoles de transition etant approximativement parall&les. 
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Le principe de la technique de transfert d'energie non radiatif est decrit 
notamment dans G. Mathis et ai., Clin. Chem., 1993, 39, 1953-1959. 

Le cryptate de terre rare lie a ('oligonucleotide au sein du conjugu6, qui est 
le compose fluorescent donneur, peut etre dans ce cas un cryptate d'europium, et 
5 le compose fluorescent accepteur peut etre par exemple choisi parmi 
I'allophycocyanine, I'allophycocyanine B, la C phycocyanine ou la R phycocyanine. 

L'invention concerne, selon un aspect ulterieur, un conjugue fluorescent 
comprenant un oligonucleotide Ii6 a un cryptate de terre rare, dans lequel 
Toligonucleotide et le cryptate de terre rare sont tels que decrits plus haut. 
10 L'invention est illustree par ies exemples ci-apr§s, dans lesquels on 

utilisera Ies abreviations suivantes : 

BSA : s6rum albumine bovine 

DTT : dithiothreitol 

SMCC : ester de N-hydroxysuccinimide de I'acide 4-(maleimidomethyl) 
15 cyclohexanecarboxylique 

SMP : ester de N-hydroxysuccinimide de I'acide 3-maleimidopropionique 

SPDP : N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionate 

SVNN : serum de veau nouveau-ne 

TEAB : hydrogenocarbonate de tri6thyIammonnium 
20 TEA Ac : Ac§tate de tri&thylammonium contenant 10 % d'ac^tonitrile. 

TCEP : Tris(2-carboxyethyl)phosphine. 

EXEMPLE 1. Proprietes photophysiques d'un cryptate [TBP-(Eu3+)] libre en 
presence de serum: 

25 Methode A : Les spectres de fluorescences et Ies dur6es de vie sont 

mesurees sur un Spectrofluorimetre Perkin-Elmer de type LS50. 

On prepare une solution mere (concentration de 9.10" 6 M dans du tampon 
phosphate 100 nM, pH 7) de cryptate [TBP-(Eu3+)]-diamine (purifi6 par RP-HPLC 
sur une colonne C-18 avec un gradient lineaire d'acetonitrile dans Teau contenant 1 

30 % d'acide trifluoroacetique, puis seche sous vide) preparfe par reaction de 
rethyl6nediamine sur le cryptate [(bis-bpy)-(bpy-dimethylester)] d6cr*rt dans 
Texemple 4, section A de la demande EP 0 321 353. Dans les ex mples suivants, ce 
cryptate [TBP-(Eu3+)]-diamine sera abrege par K-NH2. 
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1°) On dilue 200pl de cette solution mere dans 400pl de tampon phosphate 
100mM pH7 et on mesure le spectre de fluorescence (td = 0,1ms, tg = 0,4ms, 
^excitation = 306nm Remission = 540 a 750nm, fentes excitation/emission = 10/5, 
filtre jaune a remission) ainsi que la duree de vie t (td = 0,1 a 0,6 ms, tg = 0,4ms, 
5 ^excitation = 306nm Remission - 620nm, fentes excitation/emission = 10/5, filtre 
jaune a remission): 

On observe que la raie principale(?iem = 616nm)presente une duree de vie 
dans le tampon phosphate de t P = 0,60ms (Coefficient de Correlation C.C = 0,999). 

10 2°) On dilue 200pl de cette solution mere de K-NH2 dans un melange de 

200pl de tampon phosphate 100mM pH7 et de 200|jl de SVNN et on mesure le 

spectre et la duree de vie dans les meme conditions. 

On observe que la raie principale (^e m = 616nm) presente une dur6e de vie 

dans le tampon phosphate de t s = 0,15ms (C.C = 0,991). 
15 Le facteur d'extinction est donne par 1'expression 

Q = 100-100(ts/t P )soit Q = 100-100(0,15/0,60)= 75 soit 75% d'extinction. 

Methode B : 

On prepare une solution mere de cryptate [TBP-(Eu3+)]-diamine dans du 
20 tampon phosphate 100mM a une concentration de 1,8.10~ 8 M. 

On remplit les puits d'une microplaque a fond noir (HTRF 96 puits, 
Packard) selon le protocole suivant : 

Conditions 1 : On melange 100pl de solution mere de cryptate avec 100pl 
de tampon phosphate 100mM pH7 et 100pl de tampon phosphate 100mM pH7 
25 contenant 0,1 5M NaCI et 0,1% BSA, les mesures sont effectuees en doublet. Ce 
milieu permet de constituer une r6ference. 

Conditions 2 : On melange 100^1 de solution mere de cryptate avec lOOpI 
de SVNN et 200pl de tampon phosphate 100mM pH7 contenant 0,1 5M NaCI et 
0,1% BSA (mesure en doublet). 
30 On mesure la fluorescence en temps resolu sur un appareil DISCOVERY 

(Packard) utilisant une excitation laser a 337nm et une fenetre d'acquisition de 50ps 
a 400ms. 

Dans le tampon phosphate seul (conditions 1), on observe que I'intensite 
de remission a 620nm est de 1,41.10 s ufa (unites de fluorescence arbitrages). Dans 
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les puits adjacents d'une meme microplaque, les solutions contenant du serum 

(conditions 2) presentent une intensite de remission a 620nm de 2,9.1 0 4 ufa. 

La baisse de I'intensite du signal a 620nm en presence de serum par 

rapport a la reference dans le tampon phosphate permet de mettre en evidence le 
5 phenomene d'extinction provoque par le serum. 

100- 100[E620(serum)/ E620(ref)] = 100 - 100(2,9.10 4 / 1,41.10 5 )= 80% 
Cette methode permet une estimation globale de la diminution du signal 

provenant soit d'une diminution de la duree de vie soit d'une une diminution de 

remission a 620nm. 

10 Elle permet de travailler a des concentrations plus faibles comparativement 

a la methode A et elle permet une mesure simultanee de plusieurs echantillons en 
se plagant dans des conditions les plus proches possible de celles rencontrees 
dans un immuno-essai. 

15 EXEMPLE 2. Synthese et purification d f un conjugue oligodesoxynucleotide- 
cryptate [TBP-(Eu3+)]: 

1°) Synthese d'un oligodesoxynucteotide fonctionnalise par un bras 
aminohexyl (AH-ODN1): 

20 Un oligodesoxynucleotide (ODN)de sequence 5 - AH C ACG CCA CTA GCT 

CC-3- modifte en son extremite 5' par un bras aminohexyl (AH) est synthetis6 sur 
support solide par la methode denommee « phosphite-phosphoramidite » en 
utilisant un synthetiseur d'ADN (Applied Biosystems type 392) selon le protocole du 
fabriquant. Un nucleotide modifie est introduit en 5' par couplage d'un deriv6 N,N- 

25 diisopropyl-p-cyanoethyl-phosphoramidite obtenu & partir de la 5 , -0-(4 l 4'- 
dimethoxytrityl)-N-4-(6-Trifluoracetamidohexyl)-2'-desoxycytidine prepar6e par 
trifluoracetylation de la 5 , -0-(4,4-dimethoxytrityl)-N-4-(6-Aminohexyl)-2 , -desoxycytidine 
comme decrit dans ROGET et al. Nucleic Acids Res., 17, 7643-7650, (1989). 

Apres synthese sur un synthetiseur d'ADN ( Applied Biosystem 392) en 

30 mode "trrtyl-on" suivant le guide utilisateur correspondant, ('oligonucleotide est est 
traite par Tammoniaque concentree (16h a 55°C) et purifie par HPLC sur une 
colonne LiChrospher R RP-18E 250-10 (10pm)(Merck l Darmstat, D) par un gradient 
d'ac6tonitrile dans Tacetate de triethylarnmonium 50 mM (tampon A: 5% acetonitrile, 
tampon B: 50% acetonitrile; debit 5ml/min , gradient de 10% B a 60% B en 20min f 
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isocratiqu 60% B pendant 5min, puis gradient de 60% B d 100% B en 5min). 
Selon la methode decrite dans Oligonucleotide synthesis : A practical approach. Ed 
M.J. Gait. IRL Press, Oxford. Les fractions correspondant d un pic majoritaire 
(temps de retention superieur a 20min) sont evaporees. Apres evaporation et co- 
5 evaporation avec de I'eau, I'oligonucleotide partiellement deprot6g6 ainsi obtenu est 
detrityle par I'acide acetique a 80% (temperature ambiante, 30min) puis, aprds 
evaporation et coevaporation, ("oligonucleotide completement deprotege est repris 
dans 50pl d'hydrogenocarbonate de triethylammonium (TEAB) 100mM pH 8 et 
precipite par 1,5ml de n-butanol. Apres centrifugation le surnageant est elimine et le 
10 precipite seche sous vide est repris par 200mI d'eau. Cette solution mfere 
(oligonucleotide denomme AH-ODN1)presente une absorbtion de 37 UA 26 o/ml. 

2°) Couplage d'une molecule de cryptate [TBP-(Eu3+)]sur un oligo- 
desoxynucleotide fonctionnalise par un bras aminohexyl (AH-ODN1): 

15 Une partie aliquote (150|jl)de la solution mere de ('oligonucleotide obtenu 

ci-dessus (5,5 UA 2 eo soit environ 39 nmol) est diluee par 150|jl d'une solution 
aqueuse de TEAB 0,1 M pH 7,8 et on ajoute 60 pi d'une solution de cryptate [TBP- 
(Eu3+)] active (4 mg/ml) soit 171 nmol (environ 4 equivalents). Le cryptate [TBP- 
(Eu3+)] active (N-hydroxysuccinimide/dicyclohexylcarbodiimide) est pr6par6e 

20 extemporanement a partir de cryptate d'Europium [(bis-bipy)-(bipy-diacide)]lui- 
meme obtenu a partir du cryptate d'Europium [(bis-bipy)-(bipy-dimethylester)] decrit 
dans Texemple 4, section A, de la demande EP Q 321 353. 

Apres 30 min sous agitation, on ajoute 15pl de TEAB 1M pH 8,5 puis 
evapore sous vide (speed-vac) jusqu'a un volume de 200 pi. on depose sur une 

25 colonne NAP10 (Pharmacia) equilibree dans un tampon TEAAc 25mM pH7 
contenant 10% d'acetonitrile, on elue par le meme tampon selon le protocole du 
fabriquant, la fraction exclue est collectee dans un volume de 1ml, cette fraction est 
concentree (speed-vac) jusqu'a un volume de 200pl. 

3°) Purification d'un conjugue forme d'un cryptate [TBP-(Eu3+)] et d'un 

30 oligod6soxynucleotide fonctionnalise par un bras aminohexyl (Conjugu6 KH-ODN1): 
Le conjugue KH-ODN1 est analyst par FPLC sur une colonne mono-Q 
(Pharmacia) en utilisant les conditions suivantes (tampon C : sodium acetate 20mM 
pH 5 contenant 10% d'acetonitrile. tampon D : sodium acetate 20mM pH 5 lithium 
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chlorure 1M contenant 10% d'acetonitrile. Gradient : 0 a 2 min isocratique 20% D, 
2 min d 30 min gradient de 20% D a 60% D, debit 1ml/mln). 

L'oligonucleotide AH-ODN1 analyse par FPLC dans les conditions ci- 
dessus presente un temps de retention Rt = 16,4 min. Dans les memes conditions 
5 le conjugue KH-ODN1 presente un temps de retention Rt = 15,4 min. 

On injecte ensuite la totalite de la fraction exclue provenant de la colonne 
NAP10 (200 pl)sur la colonne mono-Q, la fraction correspondant a un temps de 
retention de 15 min est collectee, concentree jusqu'S 300 pi et dessalee sur une 
colonne NAP10 equilibree dans un tampon TEAAc 25mM pH7 contenant 10% 
10 d'acetonitrile. On elue par le meme tampon selon le protocole du fabriquant et la 
fraction exclue est collectee dans un volume de 1 ml. Cette fraction correspond au 
conjugu6 KH-ODN1 pur et est caracteris6 par un spectre ultra-violet presentant un 
maximum a 258 nm (composante ODN) est un epaulement vers 305 nm 
(composante cryptate), le rapport des absorbances A 2 6o/A 3 o5 = 4,46 est proche du 
15 rapport th6orique obtenu en faisant le rapport des absorbances molaires des 
composants du conjugu6 pris isolement e 2 6o(ODN)+ £ 2 6o(cryptate)/ e 3 os(cryptate) = 
(135 000 + 19 000) /30 000 Z 5. 

La structure du conjugue KH-ODN1 est representee sur la Figure 1. 

20 4°) Synthese d'un conjugu6 cryptate-Oligonucleotide (K-ODN2) : 

On repute la synthese suivant le protocole ci-dessus en construisant la 
sequence oligonucleotidique GGG GGT TTT TTT TTT (G 5 T 10 )d la place de ACG 
CCA CTA GCT CC. 

25 EXEMPLE 3. Proprietes photophysiques d'un conjugu6 Oligonucleotide- 

cryptate |TBP-(Eu3+)] en presence de serum: 

Methode A : Les spectres de fluorescences et les durfees de vie sont 
mesurees sur un Spectrofluorimetre Perkin-Elmer de type LS50. 
30 On utilise la solution mdre de conjugu6 oligonucleotide-cryptate[TBP-(Eu3+)] 

obtenue dans Texemple 2 (3°). En consid6rant la concentration estimee par mesure 
d'absorbance 626o(conjugue)= e 260 (ODN)+ e 260 (cryptate)2:(154 000)] est de 3.5.10" 6 M. 
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1°) On dilu 200 pi de cette solution mere, soit dans I'eau, soit dans 400 pi 
de tampon phosphate 100mM pH7 et on mesure le spectre de fluorescence 
(td = 0,1ms, tg = 0,4ms, ^excitation = 306nm Emission = 540 £ 750nm, fentes 
excitation/emission = 10/5, filtre jaune a remission) ainsi que la duree de vie t 
5 (td = 0,1 & 0,6 ms, tg=0,4mS, ^.excitation = 306nm X6mission = 620nm, fentes 
excitation/emission = 10/5, filtre jaune a remission): 

Dans I'eau ou dans du tampon phosphate, on observe un profit de spectre 
different de celui habituellement observe pour le cryptate [TBP-(Eu3+)]-diamine : la 
raie principale (^e m = 620nm) presente une duree de vie de t P = 1,1ms (Coefficient 
10 de Correlation C.C = 0,999). 

2°) On dilue 200pl de cette solution mere dans un melange de 200pl de 
tampon phosphate 100mM pH7 et de 200pl de SVNN et on mesure le spectre et la 
duree de vie dans les meme conditions. 
15 On observe que la raie principale (X« m = 620nm) presente une dur6e de vie 

dans le tampon phosphate de t s = 1,1ms (C.C = 0,99). 

Dans ce cas aucune extinction par diminution de la duree de vie n'est 
observee. 

20 Methode B : 

On utilise la solution mere de conjugue oligonucleotide-cryptate[TBP- 
(Eu3+)] & obtenue dans I'exemple 2 (3°). Par mesure d'absorbance a 260nm, on 
estime la concentration a 3,5. 10" 6 M. On dilue cette solution mere dans du tampon 
phosphate 100mM afin d'obtenir une concentration finale de 2.10" 8 M. 
25 On remplit les puits d'une microplaque a fond noir (HTRF 96 

puits, Packard) selon le protocole suivant : 

Conditions 1 : On melange 100pl de solution mere de conjugu6 K-ODN1 
avec 100pl de tampon phosphate 100mM pH7 et 200pl de tampon phosphate 
100mM pH7 contenant 0,1 5M NaCI et 0,1% BSA, les mesures sont effectu6es en 
30 doublet. Ce milieu permet de constituer une reference. 

Conditions 2 : On melange 100pl de solution mere de conjugu6 K-ODN1 
av c 100pl de SVNN et 100pl de tampon phosphate 100mM pH7 contenant 0,1 5M 
NaCI et 0,1% BSA (mesure en doublet). 
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On mesure la fluorescence en temps resolu sur un appareil DISCOVERY 
(Packard) utilisant une excitation laser a 337nm et une fenetre d'acquisition de SO^s 
a 400ps. 

Dans le tampon phosphate seul (conditions 1), on observe que I'intensite 
5 de remission a 620nm est de 2,8.10 s ufa (unites de fluorescence arbitraire). Dans 
les puits adjacents d'une meme microplaque, les solutions contenant du serum 
(conditions 2) presentent un intensite de remission £ 620nm de 2,8.10 s ufa. 

Dans ce cas on n'observe pas de baisse de I'intensite du signal a 620nm 
en presence de serum par rapport a la reference dans le tampon phosphate. II n'y a 
10 done pas de ph§nomene d'extinction provoque par le serum. 

^extinction mesuree par la relation suivante est de : 

100 - 100[se2o(s6rum)/ ^(ref)] = 100 - 100(2,8.10 5 / 2,8.1 0 5 )= 0% 



EXEMPLE 4. Proprietes photophysiques companies d'un conjugue 
15 Oligonucleotide-cryptate et d'un cryptate [TBP-(Eu3+)] de 

reference, en presence d'acide urique: 



Cet exemple est utilise pour comparer reffet de racide urique sur les 
proprietes photophysiques de differentes molecules contenant un motif cryptate 
20 d'europium. 

Dans une serie de puits d'une microplaque, on pipette des volumes 
identiques (100pl) soit d'une solution de conjugue marque au cryptate (environ 
2.10" 8 M , voir exemple 3B) que Ton veut evaluer, soit d'une solution de cryptate de 
reference (environ 2.1 0" 8 M, voir ex 1 B). 

25 Dans chaque serie de puits on ajoute dans le premier puits (standard 0) 

200pl de tampon phosphate 100mM pH7 contenant 0,1 5M NaCI et 0,1% BSA et 
dans les puits suivant 200pl de solutions contenant des concentrations croissantes 
d'acide urique dans le meme tampon (afin d'obtenir par exemple des concentrations 
finale de 0 t 5, 10, 20, 40 et 80 mg/l d'acide urique). 

30 On mesure la fluorescence en temps resolu sur un appareil DISCOVERY 

(Packard) utilisant une excitation laser a 337nm et une fenetre d'acquisition de 50|js 
a 400ms. 
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Pour chaque serie on mesure I'intensite de remission a 620nm pour le 
standard 0 ainsi que pour chaque concentration en acide urique. Pour chaque 
concentration on lvalue le pourcentage d'extinction par la relation suivante: 

100 - 100[e 62 o(ac. urique) / e 6 2o(standard 0)] 

Les resultats sont regroupes dans le tableau I. 



TABLEAU 1 





% d'extinction a 620 nm 


[Acide urique] en mg/l 


K-NH2 


K-G5T10 


0 


0 


0 


1,25 


47 


8 


2,5 


66 


20 


5 


79 


28 


10 


86 


30 


20 


88 


36 


40 


89 


40 


80 


90 


46 



On observe que le pourcentage d'extinction du cryptate libre de reference 
augmente fortement en fonction de la concentration en acide urique. Par contre le 
pourcentage d'extinction des conjugues cryptate-oligonucleotide est significativement 
plus bas meme pour les fortes concentration-en acide urique. - - 

En effet, a la concentration de 5mg/ml le cryptate K-NH2 de reference 
presente une extinction de 79% alors que dans les memes conditions le conjugue 
cryptate-oligonucteotide K-ODN2 ne presente que 28% d'extinction. 
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EXEMPLE 5. Synthes t purification d'un conjugue cryptate[TBP-(Eu3+)]- 
aminohexyl-oligonucleotide-Maleimide: 

Synthese d'un oligonucleotide de sequence G 5 T 10 fonctionnalise en son 
5 extremite 5 1 par un cryptate et en son extremite 3' par un bras portant un groupe 
reactif mal6imide ( 5 K-AH GGG GGT TTTTTTTT MCCAH C T- 3 ). 

La synthese est realisee a partir d'un oligonucleotide portant deux bras 
aminohexyl dont un est protege (structure generate MMT-NH-(CH 2 M 5 ODN 3 )- 
(CH 2 ) 6 -NH 2 suivant le schema ci-apr6s. 

1 0 MMT-AH GGG GGT TTT TTT TT^CT -> 5 MMT-AH GGG GGT TTT TTT TT MCC " AH CT 
-> 5 AH GGG GGT TTT TTT TT*** 5 *^ -+ ( *K-AH GGG GGT TTTTTTTT MCC ^ H C T-3) 
Un oligod6soxynucleotide (ODN) de sequence 5 MMT-AH GGG GGT TTT 
TTT TT^C T-3- modifie en son extremite 5' par un bras aminohexyl (AH) sous sa 
forme protegee par un groupe Monomethoxytrityl (MMT) est synth6tise suivant le 

15 procede suivant : 

Par un proced6 similaire d I'exemple 1 (1°), sur une colonne T (Ipmol), on 
couple le d£riv6 N f N-diisopropyl-p-cyanoethyl-phosphoramidite de la 5'-0-(4 f 4'- 
dimethoxytrityO-N^-fe-TrifluoracetamidohexyO^'-d^soxycytidine, ensuite on 
poursuit la synthase en construisant la sequence GGG GGT TTT TTT TT, et 

20 finalement on effectue le couplage d'un derive Monom6thoxytrityl-aminohexyl- 
phosphoramidite (MMT-C6 — Aminomodifier, Cruachem) en utilisant Toption « trityl- 
ON » du synthetiseur. L ? oligonucleotide 5 MMT-AH GGG GGT TTT TTT TT^CT est 
trajte par J'ammpmague cpncentree (16h 4 55°C) _et purifie par HPLC selon le 
protocole de Texemple 1 (1°). 

25 [.'oligonucleotide partiellement deproteg6 ainsi obtenu est concentre 

(speed-vac ), une partie aliquote (0,24 pmol) est reprise par 100 pi de tampon 
phosphate 0,1 M pH 8 et traite par 5mg de SMCC (15 pmol) dans 100 pi 
d'acetonitrile, Sigma). Aprfes 40 min sous agitation a temperature ambiante, le 
melange est concentre de moitie (speed-vac)et dessale sur colonne NAP 10 

30 6quilibr6e dans TEAAc 25mM pH7 5% d'acetonitrile. La fraction exclue (1ml) 
contenant ('oligonucleotide de structure 5 MMT-AH GGG GGT TTT TTT TT MCC,AH CT 
est evapore d sec, le residu est repris par 1 ml d'acide acetique a 80% apres 
20 min a temperature ambiante le melange est concentre et co-evapor6 (spe d-vac) 
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par d I'eau puis repris dans 300 pi d'eau. On obtient a ce stade ('oligonucleotide 
d6trityle de structure suivante 5 AH GGG GGT TTT TTT tt mccah CT. 

Cet oligonucleotide (0,175 pmol dans 300pl) est dilue par 300|jl de TEAB 
0,1 M pH7 puis on ajoute 450pl (1,27 nmol soit ~ 7 eq.) d'une solution de cryptate 
5 [TBP-(Eu3+)l activ6 (4 mg/ml)comme d6crit dans I'exemple 2. 

Apres 30min sous agitation on 6vapore sous vide (speed-vac) jusqu'£ un 
volume de 200 pi, on depose sur une colonne NAP 10 (Pharmacia) equilibr6e dans 
un tampon TEAAc 25mM pH7 contenant 10% d'acetonitrile et on elue par le meme 
tampon selon le protocole du fabriquant. La fraction exclue est collectee dans un 

10 volume de 1ml et concentree (speed-vac) jusqu'a un volume de 200pl. La fraction 
exclue contient principalement ('oligonucleotide marque de structure ( 5 -K-AH GGG 
GGT TTT TTT TT "^"c T- 3 ), cet oligonucleotide est ensuite purifie par injection 
sur une colonne HR 10/30 remplie de Sephadex G25 eluee par du tampon 
phosphate 0,1M pH7 avec un debit de 1ml/min. On collecte la fraction eluee entre 8 et 

15 1 1 min. On obtient ainsi 3 ml d'une solution contenant 17,5 nmol de ('oligonucleotide 
5 -K-AH GGG GGT TTT TTT TT MCCVVH c T- 3 - pur directement utilisable pour etre 
couple sur les fonctions thiol d'une proteine. (rapport A 2 6o/A 30 5 = 7). 

EXEMPLE 6. Couplage d'un conjugue cryptate|TBP-(Eu3+)]-ammohexyl- 
20 oligonucleotide-maleimide sur un anticorps: 

Un anticorps est fonctionnalis§ par du SPDP (Pierce), aprds reduction par 
du i DTT, ranticorps active est purifi§ sur une colonne HR 10/30 remplie de 
Sephadex G25 eluee par du tampon phosphate 0,1 M pH7 avec un d6bit de 
25 1ml/min. La fraction contenant Tanticorps activ6 est combinee avec un conjugug 
cryptate-oligonucleotide active par un groupe maleimide 5 -K-AH GGG GGT TTT 
TTT TT * CC - M c T-3- prepare selon I'exemple 5. Le melange reactionnel est ensuite 
purifte sur une colonne Superdex 200 6lu6e comme ci-dessus t la fraction contenant 
le conjugue anticorps-oligonucleotide-cryptate est collectee. 



30 
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EXEMPLE 7. Couplage d'un c njugue cryptateP"BP-(Eu3+)]-aminohexyl- 
oligonucleotide-maleimide sur de la streptavidin : 

La streptavidine est activee comme dans Pexemple 6 et elle est ensuite 
5 marquee a I'aide d'un conjugue cryptate-oligonucleotide activ6 par un groupe 
maleimide 5 -K-AH GGG GGT TTT TTT TT MCC AH c T- 3 - prepare selon I'exemple 5. 

EXEMPLE 8. Propriety photophysiques d'un conjugu6 proteine- 
oligonucleotide-cryptate [TBP-(Eu3+)]: 

10 

On evalue le pourcentage d'extinction en presence d'acide urique en 
suivant le protocole de I'exemple 4. 

On lvalue ainsi un conjugue cryptate[TBP-(Eu3+)]-oIigonucleotide- 
anticorps prepare selon le protocole de I'exemple 6 par rapport a un cryptate[TBP- 
15 (Eu3+)]-anticorps de reference prepare par marquage d'un anticorps a I'aide de 
cryptate (active par du SMCC) en suivant un protocole classique d'immunochimie. 

On evalue 6galement un conjugue cryptateITBP-(Eu3+)]-oligonucleotide- 
streptavidine prepare selon I'exemple 7 par rapport d un cryptate[TBP-(Eu3+)]- 
streptavidine de reference prepare par marquage de streptavidine a Taide de 
20 cryptate (active par du SMCC) en suivant un protocole classique d'immunochimie. 

Les resultats sont regroupes dans le tableau 2. 



TABLEAU 2 





Pourcentage "d'extinction du signardu 
cryptate trisbipyridine a 620 nm 


[Acide urique] en mg/l 


Conjugue anti-prolactine 
cryptate trisbipyridine 


Conjugue anti-prolactine 
oligonucleotide cryptate 
trisbipyridine 


0 


0 


0 


5 


46 


2 


10 


61 


9 


20 


71 


15 


40 


82 


20 


80 


86 


28 
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Pourcentage d'extinction du signal du 
cryptate trisbipyridine a 620 nm 


[Acide urique] en mg/l 


Conjugue streptavidine 
cryptate trisbipyridine 


Conjugue streptavidine 
oligonucleotide cryptate 
trisbipyridine 


0 


0 


0 


5 


74 


10 


10 


88 


11 


20 


94 


18 


40 


97 


23 


80 


97 


32 



On observe que pour les fortes concentrations en acide urique le conjugue 
cryptate-anticorps de reference presente une extinction de 86% alors que dans les 
5 memes conditions, le conjugue cryptate-oligonucteotide-anticorps ne presente que 
28% d'extinction. Pour une concentration en acide urique voisine entre 5 et 
10mg/ml la fluorescence du conjugu6 de reference est att6nu6e de 50% alors que 
le compost de invention presente moins de 10% d'extinction. 

On observe de fagon analogue que le conjugue cryptate-streptavidine de 
10 reference presente dans les conditions de forte concentration en acide urique une 
extinction de 97% alors que le conjugue cryptate-oligonucleotide-streptavidine ne 
_ . presjepte que 32_% d!extinctiQn. „ 

EXEMPLE 9. Couplage d'un conjugu6 cryptate|TBP-(Eu3+)]-maleimide sur un 
15 oligonucleotide-thiol: 

Le cryptate [(bis-bipy)-(bipy-dimethylester)] dScrit dans I'exemple 4, section 
A, de la demande EP 0 321 353 est trait6 par de I'6thyl6ne diamine et le cryptate- 
diamine resultant purifi6 par RP-HPLC est ensuite traite par du SMCC (Pierce) ou 
20 du SMP (Pierce) pour introduire un groupe maleimide. On obtient ainsi un conjugu6 
cryptate-mateimide. Ce conjugu6 cryptate maleimide, purifie sur RP-HPLC est 
coupl6 sur un oligonucleotide-thiol (ODN4 ci-dessous). 
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^oligonucleotide utilise possede la structure suivante : 

ODN3 : DMT-0(CH 2 ) 6 -SS-(CH 2 ) 6 -p-d(TTT TTT TTT GGG GG AH CG) 3 -. 

La fonction thiol est introduce en 5' de ('oligonucleotide sous la forme d'un 
pont disulfure. Cette fonctionnalisation est introduite a la fin en position 5' de 
5 I'oligonucleotide par un phosphoramidite (C6-disulphide phosphoramidite, 
Cruachem Ltd., Glasgow). Apres deprotection ammoniacale et purification (RP- 
HPLC) I'oligonucleotide est traite par le TCEP (Pierce, Rockford.IL) afin de lib§rer la 
fonction thiol. 

On obtient ainsi I'oligonucleotide de structure : 
1 0 ODN4 : HS-(CH 2 ) 6 -p-d(TTT TTT TTT GGG GG AH CG) 3 -. 

On ajoute 15pl d'une solution d'ODN3 a 156 UA 2 6o/ml a 85pl d'eau, on 
ajoute 50pl d'une solution de TCEP a Img/ml, apres 20min a 20°C on d£pose sur 
une colonne NAP 10 (equilibree dans TEAAc 25mM pH7 5% acetonitrile) on Slue la 
colonne et collecte le volume d'exclusion (1ml contenant environ 9nmol d'ODN4) 
15 concentre au speed-vac (jusqu'3 environ 100[jl) et on ajoute 13 nmol de cryptate- 
maleimide dans 50pl d^au. Apres une nuit de couplage a 4°C t le melange est 
purifi§ sur NAP 10 (elution comme ci-dessus) et le conjugue oligonucleotide-cryptate 
est 6lue dans le volume d'exclusion (1ml). On verifie par FPLC analytique Tabsence 
de cryptate libre (colonne HR10/30 remplie de Sepharose G25 (Pharmacia), elution 
20 par tampon phosphate 1 0mM pH 7). 

On obtient ainsi le conjugu6 oligonucI6otide-cryptate[TBP-Eu 3+ ] de 
structure [bpy.bpy.bpy-Eu 3+ ]-S-(CH 2 ) 6 -p-d(TTT TTT TTT GGG GG AH CG) 3 ,qui 
possede pres de I'extremite 3* un bras aminohexyl permettant de lier ce conjugue a 
une biomol6cule. " 
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EXEMPLE 10. Propri6tes photophysiques d'un conjugue Oligonucleotide- 
cryptate [TBP-Eu 3+ ]). obtenu selon I'exemple 9: 



A. Duree de vie : 

30 On effectue la mesure de la duree de vie sur une dilution dans I'eau du 

conjugue cryptate-oligonucleotide obtenu dans Texemple 9 en utilisant le protocole 
de Texemple 3 (methode A). 

On observe que dans I'eau ou dans le tampon phosphate, la raie 
principale(A« m = 620nm) presente une duree de vie de t P = 1,33ms (Coefficient de 



25 



Correlation C.C = 0,999), cette duree de vie elevee est a rapprocher de la valeur de 
1,1ms (exemple 3A) obtenue pour le conjugue cryptate-oligonucleotide dont la 
synthese est decrite dans I'exemple 2. 

B. Extinction par Tacide urique : 

On evalue le pourcentage d'extinction par I'acide urique comme decrit dans 
Texemple 4 afin d'obtenir des concentrations finale de 0, 2,5, 5, 10, 20, 40 et 80 mg/l 
d'acide urique. 

On traite de la meme fa?on un echantillon reference de cryptate fibre. 
Les resultats sont rapportes dans le tableau 3 ci-dessous : 



TABLEAU 3 



Acide urique 
(mg/ml) 


Cryptate libre 
Extinction a 620nm (%) 


Conjugue de I'ex. 9 
Extinction a 620nm (%) 


0 


0 


0 


2,5 


81 


32 


5 


92 


38 


10 


97 


43 


20 


98 


46 


40 


98 


47 


80 


98 


53 



°P 9 b serv_e cjue structure du conjugue cryptate oligonucleqtide cqnfere 
une resistance a I'extinction par I'acide urique du meme ordre que ce qui a ete 
observe pour le conjugue de Texemple 2. 

De meme la mesure de la duree de vie selon I'exemple 3A montre que la 
raie principale (7^ m = 620nm) presente une duree de vie dans le tampon phosphate 
dets= 1,1ms (C.C = 0,99). 

Par consequent, la fa?on de creer la liaison covalente entre Tunit6 cryptate 
et 1'oligonucleotide n'influe pas de fapon sensible sur les proprietes photophysiques 
des conjugues. 
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EXEMPLE 11. Couplage d'un conjugue cryptate[bis-diethoxybpy.bpy-(Eu3+)]- 
maleimid sur un olig nucleotide-thi I: 

Dans cet exemple on utilise un cryptate forme de deux unites 4,4'-di6thoxy- 
5 2 f 2'-bipyridines et d'une unite 4,4'-di-methylcarboxylate-2 t 2'-bipyridine. La synthese 
de ce cryptate est faite selon le proc6de decrit dans la demande EP 0 321 353, par 
condensation, en presence de carbonate de sodium dans l'ac6tonitrile £ reflux, de 2 
equivalents de S^'-dibromomethyW^'-diethoxy^^ -2,2'-bipyridine et 1 equivalent 
de derive e.S^di-aminom^thyM^-dimethylcarboxylate^^-bipyridine. On obtient 

10 ainsi le cryptate [bis-diethoxybpy. diCOOCH 3 bpy]NaBr. Ce cryptate de sodium est 
ensuite convert! en cryptate d'europium [bis-di6thoxybpy.diCOOCH 3 bpy-Eu 3+ ] par 
EuCI 3 .6H 2 0 dans le methanol a reflux. Ce cryptate-dimfethylester d'europium est 
ensuite traite par de I'ethylene diamine (4h a 20°C), le cryptate-diamine d'europium 
[bis-diethoxybpy.(di-NH 2 (CH 2 ) 2 -NHCO-bpy)-Eu 3+ l r6sultant est purifi6 par RP-HPLC. 

15 Ce cryptate servira de cryptate de reference et sera appele K'NH2 dans 

I'exemple 12 ci-dessous. II est ensuite traite par du SMP (Pierce) pour introduire un 
groupe maleimide. On obtient ainsi un conjugue cryptate [bis-diethoxybpy. bipy-Eu 3 *]- 
maleimide. Ce conjugue cryptate-maleimide. purifie sur RP-HPLC est couple selon le 
protocole de Texemple 9 sur Toligonucleotide-thiol ODN4 decrit dans cet exemple. On 

20 obtient ainsi un conjugue oligonucleotide-[bis-diethoxybpy.bpy-(Eu 3+ )]. Le spectre UV 
de ce conjugue presente un maximum vers 260nm correspondant £ ['oligonucleotide 
et 2 epaulements vers 305 nm et 337nm correspondant a la partie cryptate. 

- - EXEMPLE-12. Proprietes photophysiques du conjugu6 oligonucleotide- 
25 cryptate[bis-diethoxybpy.bpy-(Eu3+)] obtenu selon r exemple 11 : 

On effectue les mesures de duree de vie du conjugue oligonucl6otide- 
cryptate[bis-diethoxybpy.bpy-(Eu3+)] (exemple 11) dans le tampon phosphate, 
selon le protocole decrit dans I'exemple et en utilisant comme cryptate de reference 
30 le compose K'NH2 decrit dans I'exemple 11. 

Les resultats sont rapportes dans le tableau 4 ci-dessous : 



27 



TABLEAU 4 



Milieu 


Conjugue oligonucleotide- 
cryptate[bis-diethoxybpy.bpy- 
(Eu3+)] 
Dur§e de vie (ms) 


K'NH2 
Duree de vie (ms) 


Phosphate 


0,8 


0,6 


Phosphate + serum 


0,8 


0,2 



On observe done que le K'NH2 de reference mis en presence de serum 
montre un phenomene d'extinction qui se traduit par une baisse significative de la 
duree de vie en comparaison avec la valeur observee dans le phosphate seul. 



On observe que le conjugue oligonucleotide-cryptate[bis-diethoxybpy.bpy- 
(Eu3+)] n'est pas affecte par le s6rum. 

Cet exemple montre que I'effet protecteur de la partie oligonucleotide est 
independante de la structure du cryptate. 
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REVENDICATIONS 

1 . Procede de reduction de ['extinction de fluorescence due au milieu de 
mesure dans un dosage par fluorescence d'un analyte mettant en ceuvre au moins 

5 un marqueur fluorescent , caracterise en ce qu'on introduit dans le milieu de 
mesure un conjugue fluorescent comprenant un oligonucleotide lie a un cryptate de 
terre rare. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
('oligonucleotide est constitue d'un enchaTnement d'unites ribonucleotides ou 

10 desoxyribonucleotides liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
('oligonucleotide est constitue d'un enchaTnement d'unites ribonucleotides ou 
desoxyribonucleotides ou d'unites analogues de nucleotide modifi6es sur le sucre 
ou sur la base, liees entre elles par des liaisons internucleotidiques naturelles de 

15 type phosphodiester, une partie des liaisons internucleotidiques etant 
eventuellement remplacee par des liaisons phosphonate, phosphoramide ou 
phosphorothioate. 

4. Proc6d6 selon la revendication 1 t caracterise en ce que 
('oligonucleotide est constitue d'un enchaTnement comprenant a la fois des unites 

20 ribonucleotides ou desoxyribonucleotides ltees entre elles par des liaisons de type 
phosphodiester et des unites analogues de nucleosides ltees entre elles par des 
liaisons amide. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 d 4, caracterise 
en ce que I'oligonucleotide est constitue d'unites ribonucleotides ou 

25 desoxyribonucleotides, dont Tune au moins peut comporter un groupe fonctionnel 
introduit ou g6nere sur ladite unite ou un groupe fonctionnel introduit d I'aide d'un 
bras d'espacement lie au groupement phosphate terminal en position 3' ou 5'. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que ladite unite 
est I'unite 5' terminate ou 3' terminate. 

30 7. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise 

en ce que ('oligonucleotide comprend un enchaTnement de 5 a 50 nucleotides ou un 
enchaTnement de 5 a 50 nucleotides et analogues de nucleotides, ou de 
nucleosides. 
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8. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 16 6, caracterise 
en ce que Toligonucleotide est constitue d'un enchaTnement d'unit6s ribonucleotides 
ou desoxyribonucleotides liees entre elles par des liaisons de type phosphodiester 
et d'unites analogues de nucleosides liees entre elles par des liaisons amide, ledit 
oligonucleotide comprenant au moins 5 liaisons internucleotidiques de type 
phosphodiester a Pextremite destinee a etre liee au cryptate. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce que le cryptate de terre rare est lie de maniere covalente a ('oligonucleotide 
soit directement, soit par I'intermediaire d'un bras d'espacement. 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications 16 9, caracterise 
en ce que ledit cryptate de terre rare est constitue d'au moins un sel de terre rare 
complex^ par un compose macropolycyclique de formule 




dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
Thydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 

hydrocarbon^, les radicaux bivalents @ , (§) et (5) , sont ind6pendamment I'un 
de Tautre des chaTnes hydrocarbonees qui contiennent eventuellement un ou 
plusieurs h6teroatomes et sont eventuellement interrompues par un 

h6t6romacrocycle, au moins Tun des radicaux © , (B) et © comportant de plus 
au moins un motif moleculaire ou etant essentiellement constitu6 par un motif 
mol6culaire, ledit motif mol6culaire possedant une 6nergie de triplet sup6rieure 6 
celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complex^. 

11. Precede selon la revendications 10, caract6ris6 en ce que le cryptate 
de terre rare est constitue d'un sel de terre rare complexe par Tun des composes 
macrocycliques ou macropolycycliques ci-apres : 

(22)phenanthroline ; (22)ph6nanthroline amide ; (22)anthracene ; 
(22)anthracene amide ; (22)bi-isoquinolein ; (22)biph6nyl-bis-pyridine ; 
(22)bipyridine ; (22)bi-pyridine amide ; les macropolycycles tris-bipyridine, tris- 
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phenanthroline, phenanthroline-bis-bipyridine, bi-isoquinoleine-bis-bipyridine, bis- 
bipyridine diphenylbipyridine ; un compose macropolycyciique comprenant un motif 
moleculaire choisi parmi les bipyrazines, les bipyrimidines et les h6terocycles 
azot6s comportant des groupements N-oxydes. 

12. Procede selon selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que le cryptate de tenre rare est constitue d'au moins un sel d 
terre rare complexe par un compose macropolycyciique repondant a Tune des 
formules II ou III ci-apres : 




dans lesquels : 

- le cycle de formule 
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est I'un des cycles suivants : 

/"A/~V~~\ n=oou1 




macrocycle [N 2 OJ ou cycle (22) 
macrocycle [N 2 0 3 ] ou cycle (21) 



macrocycle bis-pyridine 



- Y est un groupe ou un bras d'espacement quiest constitue par_un radical 
organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en Ci & 
C 2 o contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons et/ou 
eventuellement contenant par un ou plusieurs heteroatomes tels que I'oxygene, 
['azote, le soufre, le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyle ou 
carboxamido ; parmi les groupes cycloalkylene en C 5 a C 8 ou parmi les groupes 
arylene en C 6 a Ci 4 , lesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou arylene etant 
eventuellement substitues par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate ; 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de fagon covalente 
avec une substance biologique ; 

- R est un groupe methyle ou represente le group -Y-2 ; 
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- R' est Thydrogene ou un groupe -COOR" dans lequel R n est un group 
alkyle en Ci a C 10 et represente de preference le groupe methyle, ethyie ou 
tertiobutyle ou bien R' est un groupe -CO-NH-Y-Z. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, 
5 caract6ris6 en ce que le cryptate de terre rare est lie d ('oligonucleotide par 

rintermediaire d'un bras d'espacement constitu6 par un radical organique bivalent, 
choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en Ci-C 2 p, contenant 
eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou triples liaisons et/ou contenant 
eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, tels que I'oxygfene, Pazote, le soufre, 
10 le phosphore ou un ou plusieurs groupe(s) carbamoyle ou carboxamido ; les 
groupes cycloalkylene en C 5 -C e et les groupes arylene en C 6 -C 14l lesdits groupes 
alkylene, cycloalkylene ou arylene etant Eventuellement substitu6s par des groupes 
alkyle, aryle ou sulfonate. 

14. Proc6de selon la revendication 13, caracterise en ce que le bras 
15 d'espacement est choisi parmi les groupes : 



— CONH 

^ "NH v \ 

■(CH a )jr 




o 




S-(CH 2 ) n — 

dans lesquelles n = 2 a 6, et -CONH-(CH 2 )6-, la liaison via le groupe -CONH ayant 

lieu au niveau du cryptate. 
20 15. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 & 14, 

caracterise en ce que le cryptate de terre rare est un cryptate d'europium. 

16. Proced§ selon la revendication 15, caracterise en ce que le cryptate 

de terre rare est le cryptate d'europium Eu trisbipyridine ou 

Eu [bis-diethoxybipyridine.bipyridine] . 
25 17. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 £ 16, 

caracterise en ce que le conjugue fluorescent est li£ de maniere covalente & Tun 
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des membres d'un couple de molecules capables de se Iter sp'cifiquement entre 
elles, en particulier un recepteur cellulaire, un antigene, un anticorps ou un acide 
nucleique. 

18. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 17, 
caracterise en ce qu'en plus dudit conjugue fluorescent, on met en oeuvre dans le 
dosage un marqueur fluorescent comprenant un compose fluorescent accepteur. 

19. Conjugue fluorescent comprenant un oligonucleotide lie a un cryptate 
de terre rare, tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 1 6. 
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cles membres d'un couple de molecules capables de se lier specifiquement entre 
elles, en particulier un recepteur cellulaire, un antigen , un anticorps ou un acide 
nucleique. 

18. Procede selon Tune quelconque des revendications 1a 17, 
caracteris6 en ce qu'en plus dudit conjugue fluorescent, on met en oeuvre dans le 
dosage un marqueur fluorescent comprenant un compose fluorescent accepteur. 

19. Conjugue fluorescent, caracteris§ en ce qu'il comprend un 
oligonucleotide Ii6 £ un cryptate de terre rare. 



1/1 

Figure 1 




Conjugue KH-ODN1 

B = Adenine (A), Guanine (G), Cytosine (C), Thymine (T) 
C = Cytosine 
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des membres d'un couple de molecules capables de se lier specifiquement entre 
elles, en particulier un recepteur cellulaire, un antigene, un anticorps ou un acide 
nucleique. 

18. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 d 17, 
5 caracterise en ce qu'en plus dudit conjugu6 fluorescent, on met en oeuvre dans le 
dosage un marqueur fluorescent comprenant un compose fluorescent accepteur. 



